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Sis iSradimas pateikia inovatyvy DNR biblioteky ruo$imo biidg, kuris optimizuoja tradicinius procesus, pasitelkiant
restrikcijos endonukleazes. Sidlomas sprendimas leidzia vienoje reakcijoje ne tik paruoti DNR fragmenty galus, bet ir juos liguoti
su adapteriais, jskaitant galimybe efektyviai atlikti ligavimg per tarpg (pvz., kai fragmentai turi keliy nukleotidy iSsikiSima,
suderinama su adapteriy vieno nukleotido iSsikiSimu). Tai reikSmingai supaprastina procesg ir sumazina klaidy tikimybe.
Naudojant RE, vienu metu atliekamos fragmenty fosforilinimo, adenilinimo ir lipniy galy paruo$imo reakcijos, kurios leidzia
efektyviau ir greitiau paruoéti bibliotekas. Sis metodas yra suderinamas su standartinémis sekoskaitos platformomis ir pritaikomas
genomo tyrimuose, tikslinéje sekoskaitoje bei duomeny saugojimo DNR molekulése. Sis sprendimas Zenkliai padidina
sekoskaitos efektyvumg ir kokybe, kartu iSsaugodamas proceso paprastuma bei ekonomiskuma.



ISradimo sritis

ISradimas priskirtinas biotechnologijos ir molekulinés biologijos sritims, jskaitant nukleino rags¢iy analizés
technologijas, konkrec¢iau apima DNR biblioteky paruoSimo budus.

ISradimas gali bdti naudojamas jvairiose srityse, kuriose reikia efektyviai paruosti DNR bibliotekas, apimant,
bet neapsiribojant, tokiomis taikymo sritimis kaip DNR duomeny saugojimas, genomo tyrimai, tikslinis geny
sekos nustatymas, diagnostika, biomedicinos tyrimai, farmakogenomika, personalizuota medicina ir kt.
Zinomas technikos lygis

Naujos kartos technologijy atsiradimas iS esmés pakeité genomikos tyrimy kryptj, jgalinant itin efektyvig ir
ekonomiskai prieinamg nukleorigs€iy (DNR ir RNR) analize SATAM H et al. Next-Generation
Sequencing Technology: Current Trends and Advancements. Biology. 2023, Vol.12, No.7, page 997).

Yra Zinomi ir paprastai naudojami jvairds DNR biblioteky paruo$imo bddai, tradiciSkai jie apima: 1) DNR
fragmentavimg (jei to reikia), 2) gauty fragmenty galy paruosimg, 3) adapteriy ligavima.

Siame apras$yme terminas ,adapteris* rei$kia trumpg DNR fragmenta, skirtg prijungti prie ruo$iamos DNR
bibliotekos fragmenty, uztikrinant jy imobilizacijg, amplifikacijg ar kitg technine paskirtj. Adapteriai gali turéti
specifinius lipnius galus, pradmeny pririSimo vietas ar indeksavimo sekas, pritaikytas jvairioms molekulinés
biologijos ir biotechnologijos sritims.

DNR fragmentavimo stadija gali bdti atliekama naudojant fizinj arba fermentinj poveikj. Yra zZinoma, kad
fermentinio fragmentavimo atveju, restrikcijos endonukleazés (RE) ar ju miSinys inicijuoja dvigrandés DNR
trikius specifinése vietose bei trumpy fragmenty susidarymg (LOENEN WAM et al. Highlights of the DNA
cutters: a short history of the restriction enzymes. Nucleic Acids Research. 2014, Vol.42, No.1, pages 3—19).
DNR bibliotekos paruoSimui reikalingas fragmenty galy paruoSimas ir adapteriy ligavimas yra atliekami
veikiant specifiniams fermentams ar jy misiniams, kurie skiriasi nuo fermenty, kurie gali bdti naudojami
fermentiniam fragmentavimui.

Zinomi DNR biblioteky paruos$imo biadai yra apradyti eiléje nepatentiniy publikacijy (CHEN H et al.
Characterization and mitigation of artifacts derived from NGS library preparation due to structure-specific
sequences in the human genome. BMC Genomics. 2024, Vol.25, No.1, page 227; HEAD SR et al. Library
construction for next-generation sequencing: Overviews and challenges. BioTechniques. 2014, Vol.56, No.2,
pages 61-77.; PODNAR J et al. Next- Generation Sequencing RNA-Seq Library Construction. Current
Protocols in Molecular Biology. 2014, Vol.106, No.1; VAN DIJK EL et al. Ten years of next-generation
sequencing technology. Trends in Genetics. 2014, Vol.30, No.9, pages 418-426.; WOLF K et al. Next-
Generation Sequencing Library Preparation from FFPE Tissue Samples. Current Protocols in Molecular
Biology. 2016, Vol.113, No.1).

DNR biblioteky paruoSimo metoduose, aprasytuose Siose publikacijose, daznai iSskiriami tam tikri trikumai,
susije su fragmentacijos procesu. Pvz., naudojant fragmentacijai fermentus, tokius kaip DNazé | ar
fragmentazé, gali atsirasti netolygi fragmentacija arba sekos $aliSkumas, priklausantis nuo fermenty
specifiSkumo tam tikriems seky motyvams. Tai ypac aktualu, kai siekiama, pavydziui, tolygios seky
reprezentacijos sekoskaitos duomenyse (HEAD SR et al. Library construction for next-generation sequencing:
Overviews and challenges. BioTechniques. 2014, Vol.56, No.2, pages 61-77.; VAN DIJK EL et al. Library
preparation methods for next-generation sequencing: Tone down the bias. Experimental Cell Research. 2014,
Vol.322, No.1, pages 12-20). Be to, fermenty naudojimas gali sukelti artefakty atsiradimg sekoskaitos
rezultatuose. PavyzdzZiui, CHEN H et al. Characterization and mitigation of artifacts derived from NGS library
preparation due to structure-specific sequences in the human genome. BMC Genomics. 2024, Vol.25, No.1,

page 227 aptaria netikétus sekos artefaktus, ypa¢ esant mazam varianty alelio dazniui.



Galiausiai, tokie metodai kaip RAD-seq, kurie naudoja restrikcijos endonukleazes, yra riboti tuo, kad jie
fragmentuoja DNR tik tam tikrose vietose, priklausomai nuo atpazinimo seky, kas gali lemti svarbiy genomo
regiony praleidimg ir nepakankamg sekoskaitos apréptj (VAN DIJK EL et al. Ten years of next-generation
sequencing technology. Trends in Genetics. 2014, Vol.30, No.9, pages 418-426).

Restrikcijos endonukleaziy naudojimas, ruoSiant DNR bibliotekas, yra paminétas taip pat keletame patenty,
jskaitant: US11142789B2 (EP1954818B1), US11781170B2 (EP3724353A1), EP3130673A1, EP3049518B1,
EP3963093 A4, W02023024464 ir kt.

Siuose patentuose restrikcijos endonukleazés daZniausiai naudojamos tik DNR fragmentavimo stadijoje, o
DNR galy paruoSimas atliekamas naudojant fermentinius procesus, tokius kaip fosforilinimas (fosfato grupés
pridéjimas) ir adenilinimas (adenino nukleotido pridéjimas), prie$ pradedant fragmenty ligavimg prie adapteriy.
Taigi, paprastai DNR fragmentai negali bati tiesiogiai liguojami po restriktaziy naudojimo fragmentacijai, todél
bendras DNR biblioteky paruoSimo procesas yra gana sudétingas, dél ko didéja klaidy tikimybé galutiniame
rezultate.

Pavyzdziui, patente US11781170 (EP3724353 A1) aprasomas biblioteky paruoSimo bildas sekoskaitai,
naudojant restrikcijos fermentg ir susidedantis i$ keleto fermentiniy etapy, kad DNR fragmentai baty paruosti
ligavimui. Sis metodas nenaudoja restriktaziy DNR fragmenty galy paruosimui/taisymui, o jos naudojamos i§
esmeés tik kaip reagentas, leidziantis iSvengti nenorimo ligavimo produkto. Taip pat Sioje publikacijoje
aprasomas restriktazés naudojamos vienos DNR grandinés trikio sekoje suktrimui, nuo kurio prasideda RCA
(besisukancio ciklo amplifikacija). Restriktazés Siuo atveju néra naudojamos proceso paspartinimui ar
supaprastinimui.

Yra zinomi sprendimai, tokie kaip EP3963093 A4, kur vienos specifinés restriktazés (,first restriction enzymes”,
pvz. Mspl) naudojamos tam, kad bty sukurti DNR fragmentai, tinkami ligavimui ruoSiant bibliotekg, o kitos
(,second restriction enzymes®, pvz. Smil ir kt.) — kad baty suardomi ligacijos metu susidare adapteriy dimerai.
Siame patente aprasomas nukleoriigégiy paruosimo bidas apima fragmenty su prijungtais adapteriais
amplifikacijg, o restriktazés naudojamos kaip reagentas, siekiant sumazinti adapteriy dimery kiekj. Tai
pasiekiama diferencijuojant sankirtg tarp adapterio ir DNR fragmento bei tarp dviejy adapteriy, specifiniu badu
hidrolizuojant btent pastarajg jungtj. Sio metodo esminis trikumas yra tas, kad norint jj naudoti ruosiant naujos
kartos sekoskaitos biblioteka, reikalingi specifinio dizaino adapteriai — negalima naudoti standartiniy adapteriy
su 3'-A issikiSimu. Dél to metodo pritaikymas yra ribotas tokiose sistemose, kuriose naudojamos fiksuotos
adapteriy sekos. Be to, apraSomas bidas jveda keletg papildomy Zingsniy lyginant su tradiciniu bibliotekos
paruoSimo protokolu — DNR biblioteka tampa paruosta naudojimui tik po papildomo padauginimo, taip pat
jvedamas papildomas karpymo zingsnis, kuris dar labiau komplikuoja process.

Patente EP3130673 B1 apradoma Y formos adapteriy ir sunaikinamy restrikcijos viety naudojimas biblioteky
konstravimui. Restriktaziy panaudojimo paskirtis Cia yra labai panasi kaip ir auk3Ciau apzvelgtame patente.
Sio bido atveju nukleino rigstys bei Y formos adapteriai apdorojami tirpalu (“fermenty kokteiliu®),
susidedanciu i§ vieno tipo restriktaziy (,first restriction enzymes®: pvz., MspAll, Psil, Alu1) DNR
fragmentavimui, bei kito tipo restriktaziy (,second restriction enzyme®, pvz., Pme1), kurios gali kirpti sekas,
atsirandangias dél adapteriy dimery susidarymo, veikiant ligazei. Sio metodo fermentinio apdorojimo stadijos
vyksta viename tirpale naudojant subalansuotas ligazés ir restriktazés koncentracijas. Bldas tiesiogiai néra
pritaikomas naujos kartos sekoskaitos bibliotekoms paruosti, o norint jj adaptuoti, reikéty specifinés sekos
adapteriy, kas sukelty pritaikomumo apribojimy tokiose sekoskaitos platformose kaip ,,Oxford Nanopore®
(ONT) ar kitose sistemose, kuriose naudojamos fiksuotos adapteriy sekos.

O patento paraiSkoje WO02023024464A1 (EP4394096) apraSomi DNR biblioteky paruoSimo badai, kur

teigiama, kad DNR fragmentavimas atliekamas naudojant du DNR hidrolizuojancius fermentus, nurodytus kaip



VVN ir T7. Remiantis santrumpomis ir apraSytomis funkcijomis, galima daryti prielaida, kad VVN atitinka Vibrio
vulnificus nukleaze, kuri nespecifiSkai skaido DNR, o T7 tikétina yra T7 nukleazé i$ bakteriofago T7. Nors
autoriai nurodo Siuos fermentus kaip restriktazes, biocheminiu poZidriu jie priskirtini nukleazéms, nes neskaido
DNR ties specifinémis sekomis, kaip tai daro restriktazés. Be to, patikrinus 2024 m. spalio ménesj ,REBASE*
duomeny bazéje (http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html), fermenty su tokiais pavadinimais restriktaziy
sgrase néra. Publikacijos apraSyme nurodoma, kad naudojant minimus fermentus sukurti fragmentai negali
biti tiesiogiai naudojami ligavimui prie adapteriy - jie turi bdti papildomai apdoroti kitais fermentais.

Kitas sprendimas, apraSytas WO2015160895A2, apima bddus, kurie naudoja kitos klasés DNR
hidrolizuojancius fermentus - modifikuotas transpozazes, kad padidinty fragmentavimo nespecifiSkumg sekai.
Sie transpozazémis pagrjsti badai leidzia vienu metu fragmentuoti ir jterpti tinkamus adapterius, taip
sumazinant biblioteky paruoSimui reikalingy Zingsniy skaiciy. Taciau Sis budas gali bati netinkamas tokiais
atvejais kaip informacijos saugojimas, pasitelkiant DNR, ar tikslinés sekos nustatymas, kur svarbu islaikyti viso
ilgio specifinius fragmentus.

Patente EP3049518B1 apraSomos fermenty kompozicijos DNR galy paruoSimui (adenilinimui ir fosforilinimui),
kurios batinos DNR fragmenty paruosimui ligavimui. Nors Sis bldas siilo integruotg sprendimg (apdorojimas
fermenty kompozicija vykdomas viename konteineryje), procesas apima kelis apdorojimo Zingsnius prie$
pradedant ligavimg, todél proceso trukmé ir sudétingumas néra optimizuoti. Patente pristatomas bldas
nesidlo restriktaziy naudojimo, o tik pamini galimybe naudoti restriktazes DNR fragmentavimui bibliotekos
paruo$imo procese ir konkregias reakcijos sglygas DNR fragmenty galy paruosimui. Sis sprendimas apsiriboja
vien DNR galy paruosimo stadija ir atitinkamomis kompozicijomis ir nekonkretizuoja fragmentavimui naudoty
restriktaziy, nepateikia jokiy jrodymy ir neteigia, kad Sis bldas yra pranaSesnis uz kitus DNR fragmentavimo
aspektu.

Be patentuoty/patentinése paraiSkose aprasyty bidy paruosti DNR fragmenty bibliotekas, kurie naudoja
restriktazes, yra paminétinas publikuotas CUTseq metodas (ZHANG X et al. CUTseq is a versatile method for
preparing multiplexed DNA sequencing libraries from low- input samples. Nature Communications. 2019,
Vol.10, No.1, page 4732). Tai nepatentuotas sprendimas, naudojantis restriktazes biblioteky paruoSimui i$
mazo kiekio pradiniy DNR méginiy, kuriy yra didelis kiekis. Nors CUTseq leidzia prie$ biblioteky konstravimg
pazymeéti ir amplifikuoti genomy bibliotekas panaudojant restriktazes, metodas taip pat reikalauja papildomo
apdorojimo pries ligavimo zingsnj, kaip ir anksc€iau aptartuose patentuotuose/patentinése paraisSkose.
Artimiausiu siGlomam DNR bibliotekos paruosimo sekvenavimui bidui laikytinas ONT protokolas [ONT, 2024,
ONT website, accessed 02 October 2024,

<https://nanoporetech.com/document/ligation-sequencing-amplicons-sqk-lsk114>], toliau Siame aprasyme

vadinamas standartiniu protokolu dél jo plataus naudojimo.

Standartinio, ligavimu paremto, DNR bibliotekos paruosimo atveju, po DNR fragmenty padauginimo naudojant
DNR polimerazes, tokias kaip Taq ar Pfu, iSskiriami 2 esminiai zingsniai: 1) DNR fragmenty galy paruoSimas;
2) ligavimas su adapteriais. Minétos reakcijos atliekamos naudojant komerciSkai prieinamus reagentus ar jy
rinkinius. ONT platformos atveju DNR galy paruoSimui naudojama fermenty kompozicija, atliekanti
fosforilinimg ir adenilinimg (NEBNext® Ultra™ Il End Repair/dA-Tailing Module, NEB), o ligavimas su
adapteriais atliekamas naudojant T4 ligazés fermento misinj (NEBNext® Quick Ligation Module, NEB). DNR
galy paruosimo metu, veikiant fermenty misiniui, DNR seka yra fosforilinama (pridedama 5'-fosfato -PO3%
grupé) ir adenilinama (pridedamas papildomas adenino nukleotidas (-A) prie 3' galo). Tikslus fermenty
miSinys ir reakcijos sglygos pasirenkami priklausomai nuo naudojamy reagenty, ir jy pasirinkimo principai

yra gerai Zinomi $ios srities specialistams.


http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html)
https://nanoporetech.com/document/ligation-sequencing-amplicons-sqk-lsk114

DNR galy paruo8imas, jskaitant 5’ fosforilinimg, paprastai atliekamas veikiant 3 fermentams ar jy miSiniui, kuris
sudarytas i8: T4 DNR polimerazés, T4 DNR polinukleotido kinazés bei Klenow fragmento. Tuo tarpu 3’
adenilinimas gali bati atliekamas, veikiant rekombinantinei Tag polimerazei arba Klenow fragmentui (exo-)
(HEAD SR et al. Library construction for next-generation sequencing: Overviews and challenges.
BioTechniques. 2014, Vol.56, No.2, pages 61-77).

Po tokios fermentinés reakcijos DNR fragmentas turi fosfato grupes 5’ galuose ir bent vieno - A issikiSimus
seky 3’ galuose. Tokiu badu paruosti fragmentai yra suderinami su sekoskaitos adapteriais, turinciais bent jau
vieno timino (-T) iSsikiSimg 3’ gale. Ligavimo su adapteriais metu, naudojant T4 DNR ligazés fermenta,
inicijuojamas naujo fosfodiesterinio rySio susidarymas tarp paruosto DNR fragmento ir adapteriy. Tik atlikus
abu Siuos etapus, DNR fragmentas gali bati naudojamas konkreciam taikymui.

Reziumuojant, pabréztina, kad DNR biblioteky paruoSimo btdas pagal standartinj protokolg apima tokias
esmines stadijas:

- DNR fragmentai pirmiausia modifikuojami, kur fragmenty galai, veikiant komerciskai
prieinamais fermentais/fermenty miSiniu, paruoSiami tolesniam ligavimui su adapteriais. Reakcijos metu
fragmento 3 gale pridedamas adenino iSsikiSimas (-A), o 5° gale laisva fosfato grupé. Komerciskai prieinamo
fermento/fermenty misinio sudétyje néra restrikcijos endonukleaziy;

- po DNR fragmenty galy paruoSimo jie yra liguojami su suderinamais adapteriais, pasizyminciais
timino iSsikisimu (-T) adapterinés sekos 3 ‘ gale.

Kiek yra Zinoma autoriams ir pareiSkéjui, apZvelgtuose Saltiniuose néra uZzuominos apie galimybe, ruoSiant
bibliotekas, panaudoti RE ne tik DNR fragmentavimui (jei jo reikia), tadiau ir DNR galy paruoSimui arba
paruosimui ir ligavimui, abu procesus atliekant vienos reakcijos metu. Nors W02020223250 publikacijoje sidlo
galimybe naudoti restrikcijos endonukleazes (RE) adapteriy ir sekos suderinamumui uztikrinti, bet minétuose
Saltiniuose néra nurodyta, jog galima atlikti ligavimg su tarpu: liguoti fragmentus, kai DNR fragmentas turi 2 ar
daugiau adeniny (3'-AA) iSsikiSima, o sekoskaitos adapteris tik vieng timino (3'-T) iSsikiSima.

Tokiu bldu, egzistuoja poreikis efektyvesniems ir paprastesniems biblioteky paruoSimo bidams, ypac tokiy
taikymy kaip DNR duomeny saugojimas atveju, kur naudojamos de novo susintetintos sekos ar tikslinés
amplifikacijos produktai. Sis poreikis kyla siekiant didinti sekos nustatymo greitj ir tiksluma, tuo pat metu
mazinant biblioteky paruosimo proceso kompleksiskumg ir sgnaudas.

Baty itin aktualu optimizuoti DNR biblioteky paruo8imo ir jy taikymo procesus, iSlaikant aukstg sugeneruoty
seky kokybe bei pagreitinant ir/arba supaprastinant DNR biblioteky paruo$imo procesa. To bty galima
pasiekti, pavyzdziui, sujungiant DNR fragmenty galy paruoSimg ir ligavimg j vieng reakcijg bei iSvengiant
papildomy fermentiniy reakcijy.

Techniné sitlomo iSradimo uzduotis yra sukurti bada, kuris uztikrinty efektyvy ir patikimg DNR fragmenty
paruoSimg bei ligavimg su adapterinémis sekomis per minimaly laiko intervalg nepabloginant proceso kokybés

parametry bei minimizuojant Zmogiskosios klaidos tikimybe.

ISradimo esmé

Siekiant jveikti minétas problemas ir praplésti DNR biblioteky paruo$imo galimybes, siGlomas techninis
sprendimas, kuris apibidinamas visuma pozymiy, isdéstyty iSradimo apibrézties punktuose. Sio i$radimo
esme yra bldas, leidziantis tiesiogiai liguoti DNR fragmentus iSkart po restriktaziy naudojimo arba net apjungti
DNR fragmenty galy paruoSimg ir ligavimg | vieng reakcijg. Tai leidzia iSvengti papildomy fermentiniy
apdorojimy, taip sumazinant proceso trukme ir kompleksiskuma.

Esminis sillomo bido pozymis yra tai, kad galima atlikti ligavimg ,per tarpg“ arba su tarpu.



.Ligavimas per tarpg” Siame apraSyme suprantamas kaip procesas, kai dvigrandé DNR, turinti vienos i$
grandiniy issiki§img (pvz., 3'-AA), jungiasi su adapteriu, kurio galas turi komplementary, bet trumpesnj vieno
nukleotido i8sikiSima (pvz., 3'-T). Ligavimo reakcijos metu susidaro laikina struktdra, kur tarp 3' ir 5' galy ilieka
vieno ar daugiau nukleotidy tarpas. Sig struktirg efektyviai atpaZjsta ir sujungia T4 DNR ligazé arba kitas
tinkamas fermentas, formuodamas galutinj stabily fosfodiesterinj rysj.

Sidlomas DNR bibliotekos paruosimo bidas apima:

- DNR fragmenty galy paruosima, siekiant gauti turintj bent vieno nukleotido ilgio iSsiki§img 3‘
gale ir laisvg fosfato grupe 5° gale,

- DNR fragmenty ligavimg su adapteriais, pasizyminciais vieng nukleotidg turingiu issikiSimu
adapterinés sekos 3 gale, kur adapterinés sekos iSsikiSimo nukleotidas yra komplementarus bent vienam
DNR fragmento i$sikiSimo nukleotidui, ir

- nebdtinai vykdo DNR fragmenty padauginima.

Nuo zinomo technikos lygio siGlomas biidas skiriasi tuo, kad:

- DNR fragmenty galy paruo8ima arba galy paruosimg kartu su DNR fragmenty ligavimu vykdo
veikiant restrikcijos endonukleaze, gebancia po DNR kirpimo palikti bent vieno nukleotido ilgio i8sikiSimg 3°
gale, arba veikiant tokios restrikcijos endonuklezés funkciniu analogu;

- DNR fragmenty padauginimg vykdo su pradmenimis, apimanciais restrikcijos endonukleazei
badingg restrikcijos atpazinimo srit].

ISradimo jgyvedinimo variante DNR galy paruoSimg vykdo vienu metu su ligavimu, kai minéta restrikcijos
endonukleazé yra gebanti palikti 1-3 nukleotidy (nt) ilgio iSsikiSimg paruo$to DNR fragmento 3 gale, kur bent
vienas nukleotidas yra adeninas, o adapterinés sekos iSsikiSimo nukleotidas yra timinas.

Kitame iSradimo jgivendinimo variante minétas paruosto DNR fragmento 1-3 nukleotidy ilgio iSsikiSimas 3* gale
yra 1-3 adeniny iSsikiSimas.

ISradimo minéta restrikcijos endonukleazé yra pasirinkta i$ Mnll, Mboll, Eam1105I, Taal, Eco571, BseMI, Aasl,
Van91I, Bgll, Cail, BseGl,BseLl, Adel, HpyF10VI, Mph1103I, BstXI, arba jy misinio.

Tam tikrais iSradimo jgyvendinimo atvejais adapteris yra sekoskaitos adapteris.

Sidlomame iSradime minétos restrikcijos endonukleazés funkcinis analogas yra pasirinktas i§ programuojamy
nukleaziy, tokiy kaip Cas9, Cas12, Cas12a (Cpf1), Cas13 bei j transkripcijos faktorius panasios efektorinés
nukleazés (TALEN) ir cinko pirSty nukleazés (ZFN).

ISradimo jgyvendinimuose su programuojamomis nukleazémis restrikcijos endonukleazés funkcinis analogas
yra gebantis sudaryti DNR fragmenty galus su 1-3 bp i$sikiSimais 3‘ gale.

Sitlomo btdo jgyvendinime ligavima vykdo su T4 ligaze be tarpiniy etapy, kai DNR fragmenty galy paruoSimo
ir adapteriy ligavimo reakcijos miSinyje esama:

- padauginty DNR fragmenty su RAS 200-400 fmol;

- adapteriy 5-10 karty didesnio molinio kiekio nei padauginty DNR fragmenty su RAS:

1000 — 4000 fmol;

- 10 karty koncentruoto greito kirpimo restrikcijos endonukleaziy buferio 2 pl;

- ATP (10 mM) 0,3 - 3 pI;

- greito kirpimo restrikcijos endonukleaziy, kurios 1 pl per 5 min, esant optimalioms sglygoms, sukarpo
>200 ng DNR 1 yl;

- T4 DNR ligazés (2,000,000 Weiss vienety/ml) 1,0-5,0 l;

- sterilaus vandens be nukleaziy iki 30 ul reakcijos misinio tario; reakcijos sglygos apima inkubacijg 37—

65°C 5 min ir 21-23°C 5 min, o kiekvieng reakcijg sudaro 5-8 pasikartojantys ciklai.



Kitas iSradimo objektas yra ligavimo jungties konstruktas, gaunamas sitGlomu bddu, kuris yra sukonstruotas
sekmingam ligavimui ir apima DNR fragmentg su 1-3 nukleotidy, pasirinkty i8 A, T, C arba G, i8sikiSimu 3°
gale, bei adapterj su tik vieno nukleotido iSsikiSsimu 3‘ gale, kur adapterinés sekos iSsikiS§imo nukleotidas yra
komplementarus bent vienam DNR fragmento iSsikiSimo nukleotidui; ir

kur konstrukto struktdra yra pasirinkta i$: 5’-Frag-X-3’ / 3’-X-cFrag-5’,

5’-Frag-X-3' / 3’-X-X-X-cFrag-5’,

5-Frag-X-3' / 3’-X-X-cFrag-5’,

5’-Frag-X-X-3’ / 3’-X-X-cFrag-5’,

5-Frag-X-X-X-3’ / 3'-X-X-X-cFrag-5" arba

5’-Frag-X-X-3’ / 3’-X-X-X-cFrag-5’,

kur:

.Frag“ Zymi DNR fragmenty virSutine grandine,

~CFrag“ Zymi jai komplementarig apatine grandine, ir

»X* Zzymi vieng DNR nukleotidg, kuris yra viengrandzio iSsikiSimo dalis, pasirinktg i A, T, C arba G.

ISradimo jgyvendinimo variante ligavimo jungties konstruktas yra sukonstruotas sekmingam ligavimui per tarpg
, kur konstruktas apima DNR fragmentg su dviejy arba trijy nukleotidy, pasirinkty i A, T, C arba G, iSsikiSimu
3 gale, bei adapterj su tik vieno nukleotido

iSsikiSimu 3‘ gale, kur adapterinés sekos iSsikiSimo nukleotidas yra komplementarus bent vienam DNR
fragmento iSsikiSimo nukleotidui; ir

kur konstrukto struktdra yra pasirinkta i8:

5'-Frag-X-X-3' / 3'-X-X-cFrag-5’,

5’-Frag-X-X-X-3' / 3'-X-X-X-cFrag-5’ arba

5’-Frag-X-X-3’ / 3’-X-X-X-cFrag-5'.

Optimaliame iSradimo jgyvendinimo variante ligavimo jungties konstrukto dviejy arba trijy nukleotidy
iSsikiSimas DNR fragmento 3 gale yra 2-3 adeninai, o adapteris apima tik vieno timino iSsikiSimg 3‘ gale;

ir konstrukto strukttra yra pasirinkta is:

5'-Frag-A-A-3’' / 3-A-A-cFrag-5’,

5'-Frag-A-A-A-3’ | 3'-A-A-A-cFrag-5’, arba

5'-Frag-A-A-3' / 3-A-A-A-cFrag-5'.

ISradimo bado jgyvendinimas restriktaziy pagrindu apima panaudojima, kai DNR fragmentai yra gauti de novo
DNR sintezés bldu. Minétais atvejais bldas gali bati sékmingai naudojamas duomeny saugojimo DNR
taikymuose.

ISradimo bado jgyvendinimas minéty programuojamy nukleaziy pagrindu taip pat apima panaudojimg, kai
DNR fragmentai yra gauti de novo DNR sintezés badu. Siais atvejais biidas yra tinkamas naudoti duomeny

saugojimo DNR taikymuose.

Trumpas paveiksly apraS§ymas

Sidlomas techninis sprendimas iliustruojamas bréziniais (paveikslais), kuriuose:

1. pav. pavaizduota DNR fragmento struktiira, gaunama panaudojantrestriktaze, pavyzdziui, BseGl RE.

2. pav. parodyta iSradimo sitGlomo bido atlikimo bendra schema (B), lyginant su standartiniu protokolu (A).

3. pav. DNR fragmenty, paruo$ty naudojant skirtingas RE, ligavimo su adapteriais efektyvumo palyginimas.
4. pav. pateiktas DNR fragmenty paruo8imag, naudojant standartinj ir iSradimo RE pagrjstg protokolus,
efektyvumo palyginimas.



5. pav. atvaizduoja DNR bibliotekos galy bei adapteriy konfiglracijg prie$ ligavimg iliustruojant iSradimo
protokola.
6. pav. vaizduoja seky konfiguracijg ir ligavimo efektyvumo jvertinimg adapterio ir sekvenuojamos

DNR jungties vietoje.

Detalus iSradimo aprasymas ir jgyvendinimo variantai

Siekiant sumazinti DNR biblioteky paruosimo proceso sudétinguma, kastus ir trukme, Sis iSradimas sitlo blda,
kuris remiasi iSradimo restrikcijos endonukleaziy naudojimu DNR fragmenty paruoSimui.

Restrikcijos endonukleazés yra i$ bakterijy i$skirti baltymai, kerpantys DNR specifinése vietose. Zinomi keturi
pagrindiniai restrikcijos fermenty tipai (I, II, lll ir IVV), kurie skiriasi baltymy subvienety sudétimi, specifiSkumu
sekai ir kofaktoriy poreikiu (ALEKSEEVA IV et al. Historical Aspects of Restriction Endonucleases as
Intelligent Scissors for Genetic Engineering. Fermentation. 2023, Vol.9, No.10, page 874).

Dazniausiai laboratorijoje yra naudojamos Il tipo restrikcijos endonukleazés (RE), kurios specifiSkai atpazjsta
unikalia 4-8 nukleotidy ilgio sekg, dar vadinamg restriktazés atpazinimo sritimi (RAS). Esant Mg?* jonams
terpéje, Il tipo restrikcijos endonukleazés, aptikusios taikinj, inicijuoja fosfodiesterinio rySio hidrolize (DNR
trakius), palikdamos laisvg 5'-fosfato (5’-PO3%7) grupe. RE gali kirpti DNR simetriSkai, palikdamos ,bukus®
galus, arba kirpti DNR pozicijose, kurios néra tiesiai viena pries kitg, taip palikdamos viengrandZius iSsikiSimus
(,lipnius” galus). Taigi, naudojant Il tipo restrikcijos endonukleazes, po kuriy kirpimo paliekamas bent vieno 3'-
adenino iSsikiSimas, DNR fragmentai tampa paruosti tolimesniam ligavimui kaip ir standartinio, fermenty
miSiniu pagrjsto, paruoSimo atveju. Be to, standartiniame protokole fosforilinimg ir adenilinima atlieka skirtingi
fermentai, todél reakcijy efektyvumas gali varijuoti: ne visi fosforilinti fragmentai batinai bus adenilinti. Tuo
tarpu sidlomo iSradimo atveju abi reakcijos atliekamos vieno fermento per tg pacig reakcijg, todél fragmenty
paruoSimas yra labai efektyvus.

Sitlomo iSradimo budo protokolas

Pirmiausia atliekama polimerazés grandininé reakcija su sekai specifiniais pradmenimis, turin€iais RAS 5’ gale.
Amplifikacijos reakcijos komponenty miSinys gali bati sudarytas i$: 1X PGR buferio; 0,2-0,25 mM kiekvieno
dNTP; 1,5-4,5 mM MgClz; 0,2-0,5 pM tiesioginio pradmens; 0,2-0,5 uyM atvirkstinio pradmens; 1 pg—1 ng
sintetinés DNR; 0,5-2,5 vienety polimerazeés ir H20, kai reakcijos tiris 50 pl. Reakcijos sglygos gali biiti: 94—
98 °C 1-5 min (pradiné denatdracija); 94—98°C 30s - 2 min (denatdracija); 55-70°C 30s - 2 min (pradmeny
hibridizacija); 70-75°C 15s - 2 min/kb (grandinés ilgéjimas); 72 °C 1-10 min (galutinis grandinés ilgéjimas).
Reakcijos cikly skaicius gali bati 15-35. Esminé salyga: naudojami

pradmenys turi atitikti 1 pav. B vizualizuotus kriterijus - sukurti specifinei RE reikalingg RAS, kur po kirpimo
bity paliekamas bent vieno adenino 3’ (-A) iSsikiSimas.

Sidlomo iSradimo DNR sekos struktiira (kaip pavyzdj naudojant BseGl RE) pavaizduota 1 pav., kur (A) nurodo
atpazinimo vietos struktdriniy elementy iSdéstymo schemag. ,NNN” zymi 3-6 nukleotidus pries$ atpazinimo seka.
Paryskinti nukleotidai zymi specifinj motyva, uztikrinantj DNR fragmenty suderinamumg su sekoskaitos
adapteriais. Pabraukti nukleotidai yra iliustracinio pobddzio. (B) pavaizduota DNR fragmenty schema po
kirpimo BseGl restrikcijos endonukleaze.

Padaugintas fragmentas tuomet naudojamas kartu (vienu metu) vykstanciai DNR fragmenty galy paruosimo
ir adapteriy ligavimo reakcijai. Sios reakcijos misinys sudarytas i§: 200—400 fmol padaugintos DNR su RE
atpazinimo sritimi; 5—10 karty didesnio molinio kiekio (nei padauginto DNR fragmento) sekoskaitos adapteriy;
2 yl restrikcijos fermenty buferio (10x koncentruoto); 0,1—1 mM ATP; 1 pl restrikcijos endonukleazeés; 1-10

vienety T4 DNR ligazés, kai reakcijos tdris 30 pl. Reakcijos sglygos apima 37—-65°C 5 min ir 21-23°C 5 min.



Kiekvieng reakcijg gali sudaryti 5-8 ciklai. Po reakcijos méginiai iSvalomi, naudojant specialistui Zinomus
bddus, pavyzdZiui, SPRI paramagnetines daleles, iSlaikant 1:1-1,8 DNR ir daleliy santykj.

DNR atpazZinimo sritis (kaip pavyzdj naudojant BseGl restriktaze) yra matoma 1 pav. Motyvas, siekiant
suderinamumo su sekoskaitos adapteriais (1 pav. A) ir fragmento struktdra po kirpimo (1 pav. B).

Sidlomo iSradimo schema pavaizduota 2 pav., palyginant su anks¢iau aprasytu zinomu standartiniu protokolu.
Schemose matyti, kad iSradimas (2 pav. B) pasizymi esminiais skiriamaisiais pozymiais, lyginant su aprasSytu
standartiniu biblioteky paruoSimo biddu (2 pav. A):

1. Reakcijy pobidis.

Pagal sitlomg iSradimg i) adenilinimo ir forforilinimo reakcijos pakei€iamos viena reakcija, kurig atlieka RE; ii)
DNR padauginimui naudojami pradmenys, turintys restrikcijos

atpazinimo sritis (RAS) 5’ gale. Atpazinimo sriciai budinga:

a) turi bati sudaryta i$ 3-6 nukleotidy ilgio motyvo pries$ specifinés RE atpazjstamas sekas;

b) parenkamo DNR motyvo RE atpazjstamos sekos 3’ gale turi biti bent vienas timino (-T) nukleotidas.

2. Reakcijai naudojami fermentai.

Pagal siGlomg iSradimg DNR galy paruoSimas atliekamas naudojant Il tipo restrikcijos endonukleazes. Bitinas
esminis pozymis: po pasirinktos restriktazés dvigrandés DNR kirpimo, turi likti 3’ vieno ar daugiau adenino (-
A) iSsikiSimas. Tuo tarpu standartinio protokolo atveju yra naudojami skirtingi fermentai ar jy misiniai, kuriy
sudétyje néra restrikcijos endonukleaziy.

3. Reakcijos etapy skaicius.

Pagal sitlomg iSradimg DNR fragmenty galy paruoSimas ir ligavimas su adapteriais vyksta vienos reakcijos
metu. Padauginty fragmenty galai atpazjstami specifinés restrikcijos endonukleazés. Veikiant RE, DNR
grandineé perkerpama, paliekant bent vieno (-A) iSsikiSima 3'-gale bei laisvg fosfato grupe 5’ gale, o papildomi
nukleotidai, reikalingi tik atpazinimui, yra pasalinami. ISradimas néra apribotas 3’ iSsikiSimo ilgiu - ligavimo
vieta gali bati sudaryta iS 1-3 nukleotidy, kuriy bent vienas yra adeninas. Terpe papildzius ATP, RE aktyvumas
yra suderinamas su T4 DNR ligazés aktyvumu. Tada T4 ligazé inicijuoja naujo fosfodiesterinio rysio
susidarymg tarp adapteriniy seky ir paruosty fragmenty. Tokiu bddu paruosti fragmentai yra tinkami
sekoskaitai.

Tuo tarpu standartinio protokolo atveju DNR fragmenty paruoSimas vyksta dviejy, paeiliui vykstanciy reakcijy
metu. Vienos reakcijos metu vyksta DNR galy paruoSimas, naudojant specifinius fermentus ar jy misinius
fosforilinimui bei adenilinimui. Tuomet kitos reakcijos metu modifikuoti DNR fragmentai yra liguojami su
sekoskaitos adapteriais.

ISradime sillomas bldas néra apribotas viena restrikcijos endonukleaze ir gali bati taikomas naudojant,
pavyzdziui, Mnll, Mboll, Eam1105l, Taal, Eco57l, BseMl, Aasl, Van91l, Bgll, Cail, BseLl, Adel,
HpyF10VI,Mph1103l, BstXI, restrikcijos fermentus arba jy misinius.

ISradimo bldas apima taip pat programuojamy nukleaziy (Cas9, Cas12, Cas13, TALEN, ZFNs ir kt.)
naudojimg kaip restriktaziy funkciniy analogy

Sio isradimo kontekste terminas ,restriktaziy funkcinis analogas* reikia galéjimg funkciskai atlikti ta patj, kg
daro restriktazés t.y. kirpti DNR grandine ir, atitinkamai suprogramavus, palikti 1 arba daugiau nukleotidy
iSsikiSimus sekos 3’ gale.

Pagal sitGlomg iSradimo protokola, kaip restriktaziy analogg DNR fragmenty kirpimui ir paruoSimui sekoskaitai,
galima naudoti programuojamas nukleazes, tokias kaip Cas9, Cas12, Cas13, ir kt. bei j transkripcijos faktorius
panasias efektorines nukleazes (TALEN) ir cinko pirSty nukleazes (ZFN). Kitaip nei restrikcijos endonukleazeés,
kurios kerpa DNR tik specifinése atpazinimo vietose, programuojamos nukleazés leidzia reikSmingai padidinti

kirpimo viety jvairove bei palikti 1-5 nt lipnius galus, kuriuos gali sudaryti bet kurie i§ A, T, C, G nukleotidy.



Naudojant CRISPR-Cas9, Cas12 ar Cas13 sistemas, vedanciosios (angl. guiding) RNR (gRNR) yra
naudojamos tam, kad nukleazés tiksliai atpazinty ir kirpty pasirinktas DNR ar RNR sritis. PavyzdZiui, Cas9
paprastai DNR grandine kerpa simetriSkai, palikdama bukus galus. Tagiau neseniai atlikti tyrimai parodé, kad
tam tikromis salygomis Cas9 gali bati suprogramuota taip, kad palikty 1-bp lipnius galus (JASIN M et al. Under
the Influence: Cas9 Ends and DNA Repair Outcomes. The CRISPR Journal. 2018, Vol.1, No.2, pages 132—
134).

Tai yra, programuojamos nukleazés leidzia sukurti jvairiy tipy galus (tiek lipnius, tiek bukus) priklausomai nuo
poreikio. Kaip minéta, Cas9, esant tam tikroms salygoms, gali palikti 1-bp lipnius galus, o Cas12a (Cpf1)
paliecka 4-5 bp lipnius galus. TALEN ir ZFNs taip pat gali bati pritaikyti kurti lipnius arba bukus galus
priklausomai nuo jy dizaino. Derinant skirtingus gRNR dizainus arba skirtingas TALEN ir ZFNs baltymines
kompozicijas, galima sumazZinti kirpimo vietos sekos specifiSkumag, leidziant nukleazei veikti placiau ir kirpti
maziau specifinése sekose.

Tai suteikia galimybe dirbti su platesniu kirpimo viety diapazonu ir sukurti maziau specifinius DNR galus,
tinkamus sekoskaitos bibliotekoms. Be to, tai leisty taikyti iSradimo bldg viso genomo, transkriptomo, egzomo
ir panasioms sekoskaitos bibliotekoms paruosti tais atvejais, kai siekiama kuo labiau atsitiktinio kirpimo viety
pasiskirstymo.

Minétos programuojamos nukleazés ne tik palengvina DNR paruo$img sekoskaitai, iSvengiant fosforilinimo ir
adenilinimo stadijy, bet taip pat gali bati derinamos su adapteriy ligavimu tos pacios reakcijos metu. Tai leidZia
sumazinti proceso sudétinguma ir padidinti biblioteky paruo$imo efektyvuma. Sis bidas neapsiriboja vien
minétomis nukleazémis ir gali bati taikomas naudojant kitus fermentus, atliekancius panasSias funkcijas. Kai
kuriais atvejais, naudojant sekoskaitos adapterius su 2-bp ilgio iSsikiSimais ir DNR kerpancius fermentus tokius
kaip Cas12a, kurie palieka ilgesnius nei 1-bp ar 2-bp lipnius galus, reikéty papildomai panaudoti DNR
polimeraze, pavyzdziui, Taq, ligavimo miSinyje, siekiant uztikrinti efektyvig ligavimo reakcija.

Toliau pateikiami iSradimo jgyvendinimo pavyzdziai, kurie iliustruoja sililomg iSradima. Pateikti pavyzdziai
detalizuoja konkrecias metodikas, bet neapriboja iSradimo apimties.

Pavyzdziai 1-5: |Sradimo protokolo jgyvendinimas su skirtingomis restriktazémis

Siy pavyzdziy tikslas - eksperimentidkai jvertinti RE pagrjsto iSradimo protokolo pritaikymg DNR fragmenty
paruosimui, vertinant ligavimo efektyvuma su reikalingais adapteriais paeiliui einanciy reakcijy metu.
Medziagos ir metodai:

1-5.1 DNR paruo$imas ir amplifikacija

Buvo naudojama 120 nt ilgio seka be atpazinimo sri€iy kiekvienai i$ naudoty RE. Naudotos RE ir jy atpazinimo
sritys pateikiamos 1 lenteléje. Unikalios restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sritys buvo pridedamos PGR
metu, naudojant pradmenis su RAS jy 5’ galuose, kur po RE atpazinimo ir kirpimo visa 3’ iSsikiSusi sritis baty
sudaryta tik i§ adeniny (pvz., - AA; -AAA; -AAAA). Naudota seka ir pradmenys pateikiami 2 lenteléje.

PGR reakcijos tdris buvo 25 pl, kurj sudare 12.5 ul KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems), 0.75 pl
(10 uM) tiesioginio ir atvirk$tinio pradmens, 1 pl (1 ng/ul) DNR sekos ir H20. Reakcijg sudaré pradiné
denatdracija (95°C, 3 min) ir 18 sekanciy cikly, kuriy kiekvienas buvo sudarytas i$ denatdracijos (98 °C, 20 s),
pradmeny hibridizacijos (68 °C, 10 s) bei grandinés ilgéjimo (72 °C, 10 s). Galutinis grandinés ilgéjimas
vykdytas 72 °C 10 min.



1 lentelé. Pavyzdziuose naudotos restrikcijos endonukleazés ir jy atpazjstamos DNR sekos

Pavyzdzio Nr/ RE Gamintojas, katalogo numeris Atpazinimo sritis

1/ FastDigest Mnll Thermo Fisher Scientific, FD1074 CCTCNNNNNNNA”
GGAGNNNNNNAN

2 / FastDigest BseGl Thermo Fisher Scientific, FD1264 GGATGNN” CCTAC”NN

3 / FastDigest Aasl Thermo Fisher Scientific, FD1724 GACNNNNANNGTC
CTGNNANNNNCAG

4 | FastDigest Adel Thermo Fisher Scientific, FD1234 CACNNNAGTG GTGANNNCAC

5 / FastDigest BstXI Thermo Fisher Scientific, FD1024 CCANNNNNANTGG
GGTNANNNNNACC

2 lentelé. 1-5 pavyzdZiuose naudotos sekos

120 nfSeka (5’ -> 3’) SEQ ID Nr. 1

fragment as [TGCATCATCTCTACACATAGCTGCGAGTACGCATCTACAGATCTCGTGT
GTATGACAGATCGACGATGATGCGAGATCACGCGTACAGCATCATGACT
GCGTGTATCGTCGTAGCGAGTC

Pavyzdzio [Pradmuo (F{Seka (5’ ->3)

Nr./ RE tiesioginis; R-
atvirkstinis)

1/ Mnll Mnll_A_F Mnll_A R [TCACCTCGATTGATTGCATCATCTCTACACATAGC SEQ ID Nr. 2

TCACCTCAGTGTCTGACTCGCTACGACGATAC SEQ ID Nr. 3

2/BseG 1 [BseG |_AA_F BseGITCAGGATGTTTGCATCATCTCTACACATAGC SEQ ID Nr. 4
I_AA R TCAGGATGTTGACTCGCTACGACGATAC SEQ ID Nr. 5

3 / Aasl Aas|_AA_F TCAGACAGTTATGTCTGCATCATCTCTACACATAGC [SEQ ID Nr. 6
Aasl_AA R TACGACAGTTATGTCGACTCGCTACGACGATAC SEQ ID Nr. 7

4 / Adel Adel_AAA_F TCACACTTTGTGTGCATCATCTCTACACATAGC SEQ ID Nr. 8
Adel_AAA_R TACCACTTTGTGGACTCGCTACGACGATAC SEQ ID Nr. 9

5 / BstXI BstXI_AAAA_F TCACCAGTTTTATGGTGCATCATCTCTACACATAGC [SEQ ID Nr. 10
BstXI_AAAA_R CATCCAGTTTTATGGGACTCGCTACGACGATAC SEQ ID Nr. 11

1-5.2 Restrikcija

Restrikcijos reakcijos misinio bendras tdris buvo 30 pl. Misiniui paruosti buvo naudojama: 150 ng amplifikuoto
ir iSvalyto PGR produkto, 2 pl FD reakcijos buferio (Thermo Fisher Scientific), 1 pl restrikcijos fermento
(Thermo Fisher Scientific) ir H,O. Reakcijos miSinys buvo inkubuotas 37 °C temperatiroje 5 minutes, po to
fermento aktyvumas buvo inaktyvuotas inkubuojant dar 5 minutes 65—80 °C temperatdroje, priklausomai nuo
naudoto fermento.

1-5.3 Adapteriy konstravimas

Kaip ONT adapteriy analogas buvo naudojamas 2 komplemenatariy oligonukleotidy dupleksas, kuriy

nukleotidy seka tiksliai atitinka ONT adapteriy sekg. Naudoti oligonukleotidai buvo: 5'-



CTGTACTTCGTTCAGTTACGTATTGCT-3’ (virSutiné grandiné su 3-T iSsikiSimu, SEQ ID Nr.12) ir
5’AGCAATACGTAACTGAACGAAGTACAG-3

(apatiné grandiné, SEQ ID Nr.13). 100 pM kiekvienos sekos buvo sumaiSoma su 1 yl T4 ligazés buferio
(Thermo Fisher Scientific) ir 7 pl H,O. Dupleksy susidarymui, misinys denatdruotas 95°C 5min, o véliau
laipsniSkai vésintas 5°C/1min iki kol temperatira pasieké 25 °C.

1-5.4 Ligavimo reakcija ir elektroforezé

Ligavimui 30 ng produkto po restrikcijos buvo sumaiSoma su 25 pl reakcijos buferio (NEBNext Quick Ligation
Reaction Buffer, NEB), paruostais adapteriy dupleksais (iSlaikant 1:7 produkto: adapteriy santykj), 10 pl T4
ligazés (Quick T4 DNA Ligase, NEB) ir H,O. Bendras reakcijos tiris — 100 ul. Reakcija inkubuota kambario
temperatiroje 20 min. Praéjus inkubacijos laikui reakcija iSvalyta naudojant SPRI paramagnetines daleles,
iSlaikant 1:1-1,8 DNR ir daleliy santykj bei izopropanolj (Thermo Fisher Scientific). Gauty produkty
koncentracija matuota, naudojant Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Rezultaty
vizualizavimui naudota kapiliarinés elektroforezés sistema (Agilent D1000 ScreenTape System). Ligavimo
efektyvumas kiekvienos restriktazés atveju buvo jvertintas procentais, remiantis fragmenty koncentracijy
santykiu i§ Agilent pateikiamy kapiliarinés elektroforezés duomeny: fragmento su vienu adapteriu i$ bet kurio
galo ir fragmento be adapteriy, kuris atitiko rySkiausig juostele ties ~100-120 baziy poromis (bp) (3 pav.).
Rezultatai:

Gauti rezultatai leido palyginti skirtingy RE pritaikomumg ir parode, jog ligavimas su adapteriais buvo
sékminga atvejais, kai po specifinés RE poveikio buvo paliekamas 1-3 adeniny 3’ iSsikiSimas, o tuo atveju,
kai iSsikiSimas buvo sudarytas i$ 4 adeniny (-A) - ligavimas su adapterinémis sekomis nepavyko (3 pav. A1).
Sulinéliai B1 - F1 atitinka adapterines sekas bei fragmentus, gautus atlikus DNR galy paruo$img ligavimui,
naudojant Mnll, Aasl, Adel, BstXl ir BseGl restrikcijos endonukleazes, atitinkamai. Kaip ir tikétasi, adapteriniy
seky atveju nustatytas ~25 bp dydzio signalas, o po ligavimo naudojant skirtingas RE - skirtingo ilgio
fragmentai. Trumpiausi (~100 bp) signalai atitinka seka be adapteriy, o ilgesni fragmentai (~130 ir 160 bp)
sekg su adapteriu viename ar abiejuose sekos galuose. Be to, nustatyta, jog ligacijos efektyvumas varijavo
priklausomai nuo naudotos RE. Ligavimo efektyvumo duomenys priklausomai nuo naudotos RE iliustruojamas
3 lenteléje. Rezultatai parodeé, kad didZiausias ligavimo efektyvumas buvo nustatytas Mnll atveju, kur santykis
tarp nepriliguoto fragmento ir fragmento su vienu adapteriu i§ bet kurio galo sieké ~62 %. Tuo tarpu maziausias
efektyvumas nustatytas BseGl atveju, kur Sis santykis sudaré ~20 %. Taigi, eksperimentiSkai parodyta, kad

RE gali bati naudojamos kaip tinkama alternatyva DNR galy paruoSimui.

3 lentelé. Ligavimo efektyvumas skirtingy RE atveju

Pavyzdzio Nr (3'ISsikiSimas |[Elektroforezés  [RySkiausia linijaBlankesné linijalEfektyvumas
Restriktazé takelis (pmol/l) (pmol/l) (%)

1/ Mnll A B1 9520.0 5660.0 59.45

3/ Aasl AA C1 10600.0 4980.0 46.98

4 | Adel AAA D1 7130.0 3760.0 52.73

5 / BstXI AAAA E1 15100.0 NA NA

2 / BseGl AA F1 20000.0 3870.0 19.35




Eksperimentai parodé, kad RE gali pakeisti standartiSkai naudojamus fermentus ar jy miSinius DNR galy
paruosimui. Be to, ligavimas jmanomas ir tais atvejais, kai DNR fragmentas turi 1- 3 nt i8sikiSsimus 3’ gale, o
adapteris tik vieng 3’-T i8sikiSima.

Pavyzdys 6 (lyginamasis): ISradimo bido protokolo ir standartinio DNR fragmenty paruoSimo protokolo
palyginimas

Sio pavyzdzio tikslas - eksperimentinis RE pagristo isradimo bado pritaikymas DNR fragmenty paruo$imui ir
jo palyginimas su standartiniu protokolu. Siekiant jvertinti iSradimo praktinj pritaikomumag DNR bibliotekos
ruoSimui naudota BseGl restrikcijos endonukleazé, pasizyméjusi maziausiu i$ testuoty restiktaziy ligavimo
efektyvumu, o DNR paruoSimas ir ligavimas atlikti vienos reakcijos metu.

MedZiagos ir metodai:

1.1 DNR amplifikacija.

DNR fragmenty misSinj sudaré 110000 unikaliy DNR seky, kuriy kiekviena turéjo bendras tiesioginio ir
atvirkstinio pradmens kibimo sritis. Pirmiausia, DNR fragmentai buvo padauginti, naudojant PGR, su sekai
specifiniais pradmenimis (standartinio protokolo atveju) ir pradmenimis, papildomai turinCiais BseGl RE
atpazinimo sritis 5' galuose (iSradimo protokolo atveju) (Zr. 4 lentele). PGR reakcijos tdris buvo 25 ul, kurj
sudare 12.5 pyl KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems), po 0.75 ul (10 uM) tiesioginio ir atvirkstinio
pradmens, 1 pl (1 ng/ul) DNR fragmenty miSinio ir H20. Reakcijg sudaré pradiné

denatiracija (95°C, 3 min) ir 20 sekanciy cikly, kuriy kiekvienas buvo sudarytas i$ denatdracijos (98 °C, 20
s), pradmeny hibridizacijos (72 °C, 10 s) bei grandinés ilgéjimo (72

°C, 10 s). Galutinis grandinés ilgéjimas vykdytas 72 °C 10 min.

4 lentelé. 6 pavyzdyje naudotos pradmeny sekos

Protokolas
Pradmuo Seka

Standartinis  [Tiesioginis [TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG SEQ ID Nr. 14

Standartinis

Atvirkstinis  [GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG [SEQIDNr. 15

Sidlomas Tiesioginis  [TCAGGATGTTTCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATA (SEQ ID Nr.16
AGAGACAG

Sidlomas
Atvirkstinis  [TCAGGATGTTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTAT [SEQ ID Nr.17
IAAGAGACAG

1.1. DNR fragmenty paruo$imas naudojant iSradimo protokolg

Naudojant RE pagrjstg iSradimo protokolg, DNR fragmenty fosforilinimas, adenilinimas ir ligavimas su
adapteriais buvo atlikti vienos reakcijos metu. Reakcijos tiris 30 pl, sudarytas i§ 250 fmol PGR misinio, 5 pl
sekoskaitos adapteriy (ONT), 2 pl FD buferio, 2 yl ATP (10 mM), 1 ul BseGI RE ir 5 yl T4 DNR ligazés. Reakcijg
sudaré 6 pasikartojantys ciklai: 37°C 5 min ir 21°C 5 min. Po reakcijos atliktas valymas, naudojant magnetines
daleles, iSlaikant 1:1,8 DNR:daleliy santykj.

1.2. DNR fragmenty paruoSimas naudojant standartinj protokolg



Standartinio protokolo atveju biblioteka buvo ruoSiama naudojant NEBNext® Ultra™ Il End Repair/dA-Tailing
rinkinj (New England Biolabs) ir T4 DNR ligaze (NEBNext® Quick Ligation Module).

Reakcijos turis buvo 60 pl, sudarytas i§ 50 yl PGR misinio (250 fmol DNR fragmenty, atskiesty Milli-Q
vandeniu), 7 yl End-prep buferio ir 3 ul End-prep fermenty misinio. Méginiai buvo inkubuoti 20°C 5 min ir 65°C
5 min. Po inkubacijos atliktas valymas, naudojant SPRI daleles (AMPure XP Beads, Beckman Coulter),
iSlaikant 1:1 DNR: daleliy santykj. Po valymo atliktas 10 min ligavimas su sekoskaitos adapteriais pagal
gamintojo rekomendacijas. Po inkubacijos atliktas dar vienas valymas, naudojant SPRI daleles, iSlaikant 1:1,8
DNR: daleliy santykj.

1.3. Sekoskaita

Sekoskaitai buvo naudota ~40 fmol paruosty DNR fragmenty, ir ji buvo vykdyta 24 h, naudojant
PromethlON (R10.4.1) celes (ONT) bei P2 solo (ONT) sekvenatoriy.

Rezultatai:

4 pav. iliustruoja iSradime sitlomo budo, lyginant su standartiniu protokolu, akivaizdy pranaSumg sugeneruoty
seky aspektu. Grafike (A) vaizduojamas sugeneruoty aukstos kokybés seky kiekio priklausomybés nuo laiko
palyginimas. Grafike (B) pateiktas sugeneruoty seky kokybés pasiskirstymo palyginimas.

5 lenteléje pateiktas bendryjy charakteristiky palyginimas tarp DNR fragmenty, paruosty naudojant iSradimo
RE pagrjstg bldg ir standartinj protokolg, apimantis eksperimento laika, nuskaityty seky skaiciy, aukstos
kokybés seky (Q = 9) ir Zemos kokybés seky (Q < 9) kiekj, nenustatytos kokybés sekas, seky sutapimo su

referentinémis seky procenta, ir klaidy daznj.

5 lentelé. Bendryjy sekoskaitos metriky palyginimas, kai bibliotekos paruoSimui buvo naudota BseGl

restrikcijos endonukleazé

DNR paruosimo biudas Siulomas Standartinis
Eksperimento laikas (min) 1459 1452
Nuskaitytos sekos 60433323 31424840
Aukstos kokybés sekos (Q =29) 43464189 25526346
Zemos kokybés sekos (Q <9) 16979860 5915454
Nenustatytos kokybés sekos 34 25
Sekos, sutapusios su 42638369 25347661
referentinémis sekomis
Sekos, sutapusios su 98.1 99.3
referentinémis sekomis (%)
Klaidy daznis (%) 2.54 2.05

Rezultatai leido palyginti siilomo sprendimo efektyvumg ir parodeé, kad iSradimo RE pagrjstas protokolas leido
nuskaityti ~192% daugiau seky per tg patj laiko tarpg, lyginant su

standartiniu badu (Zr. 5 lentele). Be to, sidlomo iSradimo atveju ~72% visy sugeneruoty seky buvo aukstos
kokybés (Q = 9), o klaidy daznis iSliko panasus kaip ir standartinio protokolo atveju (2,54% lyginant su 2,05%).
Taigi, eksperimentiSkai parodyta, kad siGlomo iSradimo bddu paruosty DNR fragmenty sekoskaitos

efektyvumas yra didesnis, lyginant su standartiniu protokolu, iSlaikant panasig kokybe.



Rezultatai akivaizdziai jrodo iSradimo budo pranadumus, ypac jo lankstumg ir gebéjimag sékmingai veikti net
esant jvairioms galinéms DNR struktiroms, tuo uztikrinant didesnj nuskaityty seky kiekj ir patikimuma. Taigi,
Sis budas suteikia reikSmingg techninj pranaSumg pries$ kitus DNR paruoSimo badus.

Pavyzdys 7. Bioinformatiné analizé, jrodanti DNR fragmenty su 3'-AA iSsikiSimu ir adapteriy su vieno
nukleotido -T ligavimo efektyvuma

Sio pavyzdzio tikslas — jvertinti DNR fragmenty, turinéiy 3'-AA issiki$ima, ligavimo efektyvuma su adapteriais,
turingiais vieno nukleotido -T iSsikiSimg. Bioinformacinés analizés metu buvo tiriamas ligavimo efektyvumas ir
sekos vientisumas, naudojant dalj sekoskaitos duomenuy, gauty pavyzdyje 6.

Medziagos ir metodai:

7.1. DNR bibliotekos paruoSimas

DNR bibliotekos buvo paruostos naudojant BseGl restrikcijos fermenta, kuris palieka dviejy nukleotidy 3'-AA
iSsikiSimag DNR fragmenty galuose. Paruosta biblioteka buvo sekvenuojama naudojant ONT PromethIlON
platforma, kaip aprasSyta pavyzdyje 6.

7.2. Analizeé

Baziy nustatymui sekos buvo iSanalizuotos naudojant ,Dorado v0.7.0“ programine jrangg su modeliu
dna_r10.4.1_e8.2_400bps_sup@v5.0.0. Sekos buvo filtruotos pagal kokybés kriterijy, atrenkant tik tas, kuriy
vidutiné kokybés balo reikSmé buvo = 9. Siekiant iSsaugoti ligavimo vietas, seky galai nebuvo karpomi. Filtruoti
fastq failai buvo konvertuoti j fasta formatg naudojant ,SeqKit v2.8.1%. Sis Zingsnis buvo reikalingas tolimesnei
seky analizei ir lyginimui. Naudojant ,BLAST+ v2.15.0% sekos buvo lyginamos su adapteriy ir pradmeny
sekomis i§ pasirinktiniy duomeny baziy, siekiant nustatyti jy pozicijas skaitymuose. Taip pat buvo specialiai
sukurtas ,Julia v1.10.5 programa-skriptas, kuris atliko Siuos veiksmus:

identifikavo skaitymus su AA iSsikiSimu, prijungtu prie T-adapterio;

apskaiciavo skaitymy dalj, kuriose ligazé sékmingai suligavo DNR galus nepaisant vieno nukleotido tarpo tarp
adapterio ir pradmens sekos.

7.3. Rezultatai:

5 pav. pavaizduotas seky iSsidéstymas adapterio ir DNR jungties vietoje prie$ ligavimo procesa. Kairéje puséje
pateiktos trumpos sekos vaizduoja adapterio galine sritj su vieno timino iSsikiSimu. Paryskintas Sriftas zymi
pradmens sritj DNR bibliotekos gale po RE veikimo ir susidariusj i8sikiSimg. ,XXXX* Zymi tolesne DNR
bibliotekos fragmento sekg. A ir B dalyse atitinkamai pavaizduota situacija ties skirtingais pradmenimis,
naudotais amplifikacijos procese. Tai, kas gaunama po ligavimo, remiantis sekoskaitos duomenimis, parodyta
6 pav.

6 pav. atvaizduoja seky konfigiracijg ir ligavimo efektyvumo vertinimg adapterio ir sekvenuojamos DNR
jungties vietoje. Diagramos iliustruoja galutinius seky konstruktus po ligavimo. DidZiosiomis raidémis pazymeéti
simboliai atspindi adapterio sekg (kairéje) arba pradmens srities sekg (deSinéje), o mazosiomis paryskinto
Srifto raidémis pazymeétas fragmentas nurodo naujai suformuotg jungtj tarp adapterio ir DNR po ligavimo. A ir
B dalyse pavaizduotas skirtingy sekos konstrukty pasiskirstymas po ligavimo, naudojant skirtingus pradmenis
(SEQ ID Nr. 16 ir SEQ ID Nr. 17, 4 lentele), atspindintis galutiniy seky varianty pasiskirstymg ir ligavimo
proceso efektyvumag kiekvienai konfigdracijai.

SEQ ID Nr. 18-22, pavaizduoti 6 pav. A dalyje, iliustruoja jungtis, susidariusias dalyvaujant tiesioginio
pradmens sriciai (SEQ ID Nr. 16, 4 lentele).) DNR fragmento galo sekos 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGXXXX-3"/ 3"
AAAGCAGCCGTCGCAGTCTACACATATTCTCTGTCXXXX-5"' (SEQ ID Nr. 23 ir SEQ

ID Nr. 24), susidariusios veikiant restriktaze Sig sritj, pavaizduotos 5 pav. A dalyje.


mailto:dna_r10.4.1_e8.2_400bps_sup@v5.0.0

SEQ ID Nr. 25-29, parodyti 6 pav. B dalyje, vaizduoja jungtis, susidariusias dalyvaujant atvirkstinio pradmens
sri€iai (SEQ ID Nr. 17, 4 lentelé). DNR fragmento galo sekos 5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGXXXX-3'/ 3'-
AACAGAGCACCCGAGCCTCTACACATATTCTCTGTCXXXX-5', susidariusios veikiant restriktaze Sig srit],
pavaizduotos 5 pav. B dalyje ir atitinka SEQ ID Nr. 30-31. Sekos, pavaizduotos 6 pav., pateiktos 6 lenteléje.

6 Lentelé. Dazniausiai sekoskaitos duomenyse randamos jungtys po ligavimo ir jy daznis (dalis) naudojant

sidlomas bldg, atliktg, naudojant restriktaze BseGl

Ligavimo sritis

Dalis Pradmuo SEQ ID Nr.
ATTGCHtCGTCG 0.67 tiesioginis SEQ ID Nr.18
ATTGCHtCGTCG

0.25 tiesioginis SEQ ID Nr.19
ATTGCtittCGTCG 0.03 tiesioginis SEQ ID Nr.20
ATTGCtCGTCG

0.01 tiesioginis SEQ ID Nr.21
ATTGCtigtttCGTCG 0.01 tiesioginis SEQ ID Nr.22
ATTGCtGTCTC

0.91 atvirkstinis SEQ ID Nr.25
ATTGCtHGTCTC 0.07 atvirkstinis SEQ ID Nr.26
ATTGCtgGTCTC

0.01 atvirkstinis SEQ ID Nr.27
ATTGCtgctgctcaGTCTC 0.00 atvirkstinis SEQ ID Nr.28
ATTGCgtgttGTCTC

0.00 atvirkstinis SEQ ID Nr.29

6 pav. kiekvieno stulpelio aukstis nurodo santykine sékmingai liguoty konstrukty frakcijg. Pradmens varianto
A (pradmens 3' galo seka: AAA) atveju, po restriktazés poveikio susidaro dviejy nukleotidy AA iSsikiSimas (5
pav. A). Teorinis tarpas tarp adapterio ir pradmens sekos yra ,tt“. Tai patvirtinta duomenyse 67 % atvejuy,
parodant, kad ligazé sékmingai suligavo DNR galus nepaisydama vieno nukleotido tarpo (6 pav. A).
Pradmens varianto B (pradmens 3' galo seka: CAA) atveju, po restriktazés poveikio taip pat susidaro dviejy
nukleotidy AA i$sikisimas (5 pav. B). Siuo atveju teorinis tarpas tarp adapterio ir pradmens sekos yra ,t“.
Duomenyse tai patvirtinta 91 % atvejy, dar kartg parodant, kad T4 DNR ligazé efektyviai liguoja DNR
fragmentus net esant tarpui (6 pav. B).

Analizé parodé, kad DNR fragmenty su 3'-AA iSsikiSimu ligavimas prie adapteriy su vieno nukleotido T

iSsikiSimu yra labai efektyvus. Rezultatai patvirtina, kad ligazé gali patikimai sujungti DNR galus net esant



tarpui, taip uztikrinant Sio metodo pritaikomuma jvairiems DNR biblioteky paruosimo atvejams, iSlaikant aukstg
sekos kokybe ir vientisuma.

Apibendrinant, iSradimo rezultatai parodé, kad siilomas metodas, naudojant restriktazes i§ grupés, kuri apima
Mnll, Mboll, Eam1105I, Taal, Eco57l, BseMI, Aasl, Van91l, Bgll, Cail, BseGl, BselLl, Adel, HpyF10VI,
Mph1103l ir BstXI, efektyviai vykdo adapteriy ir DNR fragmenty ligavimg. Net jei naudojama maziausio
efektyvumo restriktazé (BseGl), rezultatai patvirtino, kad iSradimo metodas uztikrina sékmingg adapteriy
prijungima.

Pastebéta, kad ligavimas buvo sékmingas net tuomet, kai vieno DNR fragmento 3'-galas turéjo vieno
nukleotido iSsikiSimg, o kito — dviejy ar trijy nukleotidy iSsikiSimus (pvz., 3'- AA). Tai prieStarauja jprastinei
prielaidai, kad nesuderinami galai negali efektyviai susijungti veikiant T4 ligazei, ir jrodo metodo lankstuma bei
platy pritaikomuma biblioteky paruodimui. Sj netikétg rezultatg patvirtina ir ankstesni tyrimai, kurie parodé, kad
T4 ligazé gali liguoti fragmentus su vieno nukleotido tarpu, nors manoma, kad toks ligavimas yra maziau
efektyvus, nei naudojant pilnai suderinamus substratus (GOFFIN C et al. Nicks 3' or 5' to AP sites or to
mispaired bases, and one-nucleotide gaps can be sealed by T4 DNA ligase. Nucleic Acids Research. 1987,
Vol.15, No.21, pages 8755-8771).

ISvados:

1. Sitdlomas RE pagrijstas budas leidZia efektyviai liguoti DNR fragmentus net esant nepilnai suderinamiems
galams, prapleciant metodo taikymo ribas.

2. Nustatyta, kad T4 ligazé geba veiksmingai sujungti fragmentus, esant mazesniam nei trijy nukleotidy tarpui
tarp 3'ir 5' DNR fragmenty galy

3. Sis metodas parodo didesnj lankstuma nei tradiciniai poZidriai ir suteikia naujy galimybiy DNR biblioteky
karimui.

Sie rezultatai rodo naujg pozidrj j DNR fragmenty ligavimg, atveriant naujas perspektyvas molekulinés
biologijos srityje.

Bendra iSvada dél sitlomo budo privalumy:

Sidlomas DNR bibliotekos paruoSimo bddas gali uztikrinti, pavyzdziui, didesnj sekoskaitos efektyvuma,
iSlaikant pana$ig nuskaityty seky kokybe. Naudojant §j buada, galima 1,9 karto padidinti nuskaityty seky kiekj
per tg patj laiko tarpa, nepadidinant klaidy daznio, lyginant su tradiciniais DNR paruoSimo bldais.

Naudojant sitlomg bidag, efektyvy DNR biblioteky paruoSimg galima uztikrinti ir naudojant ne visiSkai
suderinamas sekas ir adapterius. T4 ligazé gali inicijuoti ligavimo reakcijg su 1-3 nukleotidy tarpu, zymiai
prapleciant sitlomo biido taikymo ribas.

Programuojamos nukleazés, tokios kaip Cas9, Cas12, Cas13, TALEN ir ZFNs, leidZia Zzymiai padidinti DNR ir
RNR kirpimo viety jvairove, todél jos gali bati veiksmingai naudojamos kaip restriktaziy analogai DNR

fragmenty paruoSimui.

Pramoninis pritaikomumas

Siuo metu viena plagiausiy taikymo sri¢iy yra auk$tos kokybés DNR sekoskaitos rezultaty gavimas, leidZiantis
padidinti nuskaityty seky kiekj ir jy kokybe, taip uztikrinant gauty rezultaty patikimumg. Taciau Sios srities
specialistams aiSku, kad iSradimo sitilomas bidas turi platy pritaikyma jvairiems tikslams, neapsiribojant DNR
sekoskaita. Sitlomas techninis sprendimas gali bati naudingas jvairiuose genetiniuose tyrimuose, kur reikia
tiksliai ir efektyviai paruo&ti DNR fragmentus.

Tai apima:



Genomikos tyrimus, kur didelis seky kiekis ir aukta kokybé yra svarbis, siekiant gauti tikslius
genomo analizés rezultatus.

Medicinos diagnostika, kur greiti ir tikslds DNR sekoskaitos rezultatai gali padéti nustatyti
genetinius sutrikimus ar ligas.

Biotechnologijos pramone, kur efektyvus DNR fragmenty paruoSimas gali pagerinti genetinés
inZinerijos ir klonavimo procesy naSuma.

DNR imobilizavimg ant pavirSiy, kur suteikty galimybe paruosti DNR fragmentus taip, kad jie
bity efektyviai ir stabiliai imobilizuojami ant pavirSiy, kuriant tikslius biologinius sensorius ar
tiriant specifines molekuliy sgveikas.

Struktdrinius DNR tyrimus, kur reikia paruosti tiksliai apibréZtus DNR fragmentus, siekiant
suprasti jy sgveikas su baltymais ar kitomis biomolekulémis.

CRISPR pagrjstas technologijas, kur bdtina tiksliai paruosti DNR fragmentus genomo
redagavimui ir vektoriy karimui.

Duomeny saugojimg naudojant DNR, kur reikia didelio patikimumo, stabilumo ir tikslumo,
norint efektyviai saugoti ir atkurti duomenis, koduojamus DNR molekulése.



ISRADIMO APIBREZTIS

1. DNR bibliotekos paruodimo budas, apimantis:
- DNR fragmenty galy paruoSima, siekiant gauti turintj bent vieno nukleotido ilgio iSsikiSimg 3' gale ir laisvg
fosfato grupe 5‘ gale, ir
- DNR fragmenty ligavima su adapteriais, pasizyminciais vieng nukleotida turinciu iSsikiSimu adapterinés sekos
3' gale, kur adapterinés sekos issikiSimo nukleotidas yra komplementarus bent vienam DNR fragmento
iSsikiSimo nukleotidui, ir
- nebdtinai vykdo DNR fragmenty padauginimg, besiskiriantis tuo, kad
- DNR fragmenty galy paruoSimg arba galy paruoSimg kartu su DNR fragmenty ligavimu vykdo veikiant
restrikcijos endonukleaze, gebancia po DNR kirpimo palikti bent vieno nukleotido ilgio i8sikiSimg 3 gale, arba
veikiant tokios restrikcijos endonuklezés funkciniu analogu;
o DNR fragmenty padauginimg vykdo su pradmenimis, apimanciais restrikcijos endonukleazei bidingg

restrikcijos atpazinimo sritj.

2. Budas pagal 1 punkta, kur DNR galy paruoSimg vykdo vienu metu su ligavimu, kai
minéta restrikcijos endonukleazé yra gebanti palikti 1-3 nukleotidy ilgio iSsikiSimg paruo$to DNR fragmento 3
gale, kur bent vienas nukleotidas yra adeninas, o adapterinés sekos

iSsikiS§imo nukleotidas yra timinas.

3. Bldas pagal 2 punktg, kur minétas paruosto DNR fragmento 1-3 nukleotidy ilgio iSsikiSimas 3 gale

yra 1-3 adeniny iSsikiSimas.

4. Budas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, kur minéta restrikcijos endonukleazé yra pasirinkta i Mnll, Mboll,
Eam1105I, Taal, Eco571, BseMI, Aasl, Van91l, Bgll, Cail, BseGl,BseLl, Adel, HpyF10VI, Mph1103I arba BstXI.

5. Budas pagal bet kurj i 1-4 punkty, kur minétas adapteris yra sekoskaitos adapteris.

6. Bldas pagal 1 punktg, kur minétos restrikcijos endonukleazés funkcinis analogas yra pasirinktas i$
grupés, kurig sudaro programuojamos nukleazés, tokios kaip Cas9, Cas12,
Cas12a (Cpf1), Cas13 ir j transkripcijos faktorius panaSios efektorinés nukleazés (TALEN) ir cinko pirsty
nukleazes (ZFN).

7. Bidas pagal 6 punktg, kur restrikcijos endonukleazés funkcinis analogas yra gebantis sudaryti DNR

fragmenty galus su 1-3 bp iSsikiSimais 3 gale.

8. Budas pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, kur ligavimg vykdo su T4 ligaze be tarpiniy etapy, kai DNR
fragmenty galy paruoSimo ir adapteriy ligavimo reakcijos misinyje yra:
- padauginty DNR fragmenty su RAS 200-400 fmol;
- adapteriy [5—-10 karty didesnio molinio kiekio nei padauginty DNR fragmenty su RAS]
1000 - 4000 fmol;
- 10 karty koncentruoto greito kirpimo restrikcijos endonukleaziy buferio 2 pl;
-ATP (10 mM) 0,3 - 3 pl;



- greito kirpimo restrikcijos endonukleazés, kurios 1 pl per 5 min, esant optimalioms sglygoms, sukarpo >200
ng DNR 1 yl;

- T4 DNR ligazés (2,000,000 Weiss vienety/ml) 1,0-5,0 pl;

- sterilaus vandens be nukleaziy iki 30 pl reakcijos miSinio tdrio; ir reakcijos sglygos apima inkubacijg 37-65°

C 5 min ir 21-23° C 5 min, o kiekvieng reakcijg sudaro 5-8 pasikartojantys ciklai.

9. Ligavimo jungties konstruktas, gaunamas bidu pagal bet kurj vieng i$ 1-5 ir 8 punkta,
besiskiriantis tuo, kad jis yra sukonstruotas sekmingam ligavimui ir apima DNR fragmentg su 1-3
nukleotidy, pasirinkty i A, T, C arba G, iSsikiSimu 3‘ gale, bei adapterj su tik vieno nukleotido iSsikiSimu 3‘ gale,
kur adapterinés sekos iSsikiS§imo nukleotidas yra
komplementarus bent vienam DNR fragmento iSsikiSimo nukleotidui; ir kur konstrukto struktira yra pasirinkta
is:
5'-Frag-X-3' / 3'-X-cFrag-5’,
5-Frag-X-3' / 3'-X-X-X-cFrag-5’,
5’-Frag-X-3' / 3’-X-X-cFrag-5’,
5’-Frag-X-X-3’ / 3’-X-X-cFrag-5’,
5’-Frag-X-X-X-3' / 3’-X-X-X-cFrag-5’ arba
5-Frag-X-X-3’ / 3'-X-X-X-cFrag-5’,
kur:

.Frag“ Zzymi DNR fragmenty virSutine grandine,
,CFrag“ Zymi jai komplementarig apatine grandine, ir

,X* Zymi vieng DNR nukleotidg, kuris yra viengrandzio iSsikiSimo dalis, pasirinktg i§ A, T, C arba G.

10. Ligavimo jungties konstruktas pagal 9 punktg, sukonstruotas sekmingam ligavimui per tarpg , kur
konstruktas apima DNR fragmentg su dviejy arba trijy nukleotidy, pasirinkty i8 A,
T, C arba G,i8sikiSimu 3* gale, bei adapterj su tik vieno nukleotido iSsikiSimu 3‘ gale, kur adapterinés sekos
iSsikiSimo nukleotidas yra komplementarus bent vienam DNR fragmento iSsikiSimo nukleotidui; ir
kur konstrukto struktdra yra pasirinkta is:
5-Frag-X-X-3’ / 3’-X-X-cFrag-5’,
5’-Frag-X-X-X-3' / 3'-X-X-X-cFrag-5 arba
5’-Frag-X-X-3’ / 3'-X-X-X-cFrag-5'.

11. Ligavimo jungties konstruktas pagal 10 punkta, kur dviejy arba trijy nukleotidy
iSsikiSimas DNR fragmento 3‘ gale yra 2-3 adeninai, o adapteris apima tik vieno timino iSsikiS§img 3‘ gale;
kur konstrukto struktdra yra pasirinkta is:
5'-Frag-A-A-3’' / 3'-A-A-cFrag-5’,
5-Frag-A-A-A-3’' | 3'-A-A-A-cFrag-5’, arba
5'-Frag-A-A-3’' / 3'-A-A-A-cFrag-5'.

12. Budo pagal bet kurj i$ 1-5 punkty panaudojimas kai DNR fragmentai yra gauti de novo
DNR sinteze.

13. Budo pagal 12 punktg panaudojimas duomeny saugojimo DNR taikymuose.



14. Bldo pagal bet kurj i$ 1 arba 6-7 punkty panaudojimas, kai DNR fragmentai yra gauti de novo DNR

sinteze.

15. Budo pagal 14 punktg panaudojimas duomeny saugojimo DNR taikymuose.
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